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V. Reasoned statement under Artlcie 35(2) with regard to no.elty. Invents step or Industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. STATEMENT 
Novelty (N) 

Inventive Step (IS) 



Industrial Applicability (1A) 



2. CITATIONS AND EXPLANATIONS 

1) 



The following documents (D) were taken into 
account for establishing the preliminary 
examination report: 



D5: 



D6 : 



FR-A-2 688 514 

WO-A-93/01300 

WO-A-93/08828 

Science, vol. 259, No. 5097, pages 988- 
990 

Nouvelle Revue Francaise d'Hematologie, 
vol. 35, No. 3, pages 299-300. 
European Journal of Biochemistry, vol. 
208, No. 2, pages 211-225. 



2) The present application does not meet the 
criterion stated in Article 33(3) PCT, the 
subject of claims 1, 15, 17, 20 and 23 not 
involving an inventive step (Rule 65(1) (2) 
PCT) . 
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The use, as therapeutic agents, of defective 
recombinant adenoviruses carrying a 
heterologous gene appears to be widespread, 
in this context, Dl describes the use of a 
defective adenovirus containing an insert 
encoding a cytokine under the control of an 
adenovirus promoter as antitumour agent. 

As is recognized by the Applicant on pages 1 
and 2, brain-derived neurotrophic factor 
(BDNF) was known and characterized before the 
priority date of the application in this 
instance. Documents D2 and D3 describe 
methods for treating neuronal diseases in 
which this factor is directly injected into 
the patient . 

Documents D4 and D5 demonstrate that a 
recombinant defective adenovirus is also 
capable of carrying out the transfer of a 
gene of interest into the intrinsic cells of 
the central nervous system. These documents 
show the great inf ectability of all the cell, 
of the central. nervous system which is 
observed in vivo after injection of such a 
type of vector as well as the persistence of 
the expression of the gene transferred for 
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several months. In the light of the results 
obtained, it is suggested in these documents 



to use 



this type of vec 



tor in the treatment 



logical diseas 



es, xn 



of neuro 



neurodegenerative diseases 



particular 



The advantages 



linked to the use of an 



adenovirus compared with other vectors, 



are sunmariz 



ed in 



especially retroviruses, 
Table 1 of D6. Although it appears, according 
to D6, that the vectors whose use was most 
widespread on the date of publication of D6 



were retroviruses, 



it i 



s clear 



that in the 



light of the disadvantage o 



f the latter not 



being capable o 



f infecting cells which are 



not in a dividing phase, a person 
the art searching for a vector ca 



skilled in 
pable of 



infecting 



neuronal cells would rather have 



chosen a vector 



of the adenovirus type. 



Furthermore, 



the construction of a vec 



tor of 



the defective recombinant adenovirus type 



compris 



ing a heterologous gene is i 



llustrated 



and 



described in Figure 3 of D6 



jkilled in the art, knowing through 
-D3 the therapeutic values of BDNF in the 



A person 



D2 



treatment o 



f neurodegenerative disea 



ses and 



trying to develop a therapeutic agent which 
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is both free of the disadvantages linked to a 
direct injection and capable of infecting 
cells which are not dividing, would therefore 
have been tempted to follow the suggestion of 
D4-D6 by using, as vector, a defective 
recombinant adenovirus into whose genome he 
would have integrated the gene encoding BDNF . 



For these reasons, the adenovirus thus 
obtained, its therapeutic use as well as a 
cell infected by such an adenovirus and an 
implant comprising several of these cells are 
considered as lacking an inventive step. 



3) The characteristics of the dependent claims 2 
to 14, 16, 18, 19, 21, 22 and 24-26 being 
either purely conventional or suggested to a 
person skilled in the art by the 
abovementioned documents, these claims are 
also considered as not responding to the 
criterion stated in article 33(3) PCT. 



4) This examination is based on the assumption 
that all the claims benefit from a right of 
priority dating from the filing of the 
priority document. If this proved not to be 
the case, the documents "Neuroreport , vol. 4, 
no. 7, pages 801-804", "WO-A- 94/08026 " , 
"WO-A-94/24297" and "Brain Research, vol. 
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548. no. 1, 1994, pages 171-175" (whose 
publication date appears to be later than the 
priority date of the application) cited. in 
the international search report could become 

pertinent. 

5) The subject of claims 1 to 26 is capable of 
industrial application as defined by article 
33(4) PCT. 



The 



following defects in the farm or contents of the international application have been noted: 



Documents D1-D6 were 



not cited in the 



description and the prior 



state of the arl 



which they contain was 



not discussed either, 



The 



provisions of Rule 5.1(a) (ii) PCT are 



therefore not observed. 
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sheets. 
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Basis of the report 
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II 
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III 
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IV 
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El 
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EI 
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I. Basis of the report 



1 . Th is report has been drawn on the basi s otY Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 1 4 are referred to in this report as " originally filed ' ' and are not annexed to the report since they do not contain amendments. ) : 



| X | the international application as originally filed. 
| | the description, pages 



□ the 



claims. 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



as originally filed, 
filed with the demand, 
filed with the letter of _ 
filed with the letter of 



as originally filed. 

as amended under Article 19. 

filed with the demand. 

filed with the letter of 

filed with the letter of 



| | the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed. 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of _ 

. filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| | the claims. Nos. 

| | the drawings, sheets/fig 

* 

3. I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
' — ' to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessarv: 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or Industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1. Statement 

Novelty (N) 



Claims 
Claims 



1 -26 



YES 
NO 



Inventive step (IS) 



Claims 
Claims 



1 -26 



YES 
NO 



Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 



1 -26 



YES 
NO 



2. Citations and explanations 



1) . The following documents (D) were taken into consideration 

when drawing up the present preliminary examination 
report : 

Dl: FR-A-2 688 514 
D2: WO-A-93/01300 
D3: WO-A-93/08828 

D4: Science, 259, 1993, No. 5097, pages 988-990. 

D5 : Nouvelle Revue Frangaise d ' Hematologie, Vol.35, No . 3 , 

1993, pages 299-300. 
D6 : European Journal of Biochemistry, Vol.208, No . 2 , pages 

211-225. 

2) The present application does not comply with the 

_ requirements of PCT Article 33 (3) , since the subject 
matter of Claims 1, 15, 17, 20 and 23 does not involve an 
inventive step (PCT Rule 65.1, 65.2). 

The use of defective recombinant adenoviruses carrying a 
heterologous gene as therapeutic agents appears to be 
widespread. In this connection, Dl describes the use of a 
defective adenovirus containing an inserate coding for a 
cytokin under the control of a promotor of the adenovirus 
as an ant i- tumoral agent. 
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As acknowledged by the applicant on pages 1 and 2, the 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) was known and 
characterized before the priority date of the present 
application. Documents D2 and D3 describe methods for 
treating neuronal diseases in which this factor is 
directly injected into the patient. 

Documents D4 and D5 disclose that a recombinant 
defective adenovirus is also able to effect the transfer 
of a gene of interest into the intrinsic cells of the 
central nervous system. These documents show the high 
inf ectability of all the cells of the central nervous 
system, which is observed in vivo after injection of 
such a type of vector, as well as the persistence of the 
expression of the transferred gene for a period of 
several months. On the basis of the results obtained, 
these documents suggest that this type of vector be used 
for the treatment of neurological diseases, in 
particular for neuro-degenerative diseases. 

The advantages of using an adenovirus as compared with 
other vectors, in particular retroviruses, are 
summarized in Table 1 of D6 . Although it would appear 
from D6 that the most widely used vectors at the 
_ publication date of D6 were retroviruses, it is clear 
that, because the latter suffered from the 
disadvantage of not being able to infect cells which 
are not in a division phase, a person skilled in the 
art seeking a vector able to infect neuronal cells 
would be more likely to choose a vector of the 
adenovirus type. Furthermore, the construction of a 
recombinant adenovirus type vector comprising a 
heterologous gene is illustrated and commented on in 
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Figure 3 of D6 . 

A person skilled in the art who learns from documents 
D2 - D3 of the therapeutic virtues of BDNF in the 
treatment of neurodegenerative diseases and who is 
seeking to develop a therapeutical agent which is not 
only free from the disadvantages associated with 
direct injection but is also able to infect cells 
which are not undergoing division would therefore have 
been tempted to follow the suggestion of D4 - D6 , 
using, as the vector, a defective recombinant 
adenovirus, and would have inserted in the genome of 
the latter the gene coding for BDNF. 

For the above reasons, the adenovirus thus obtained, 
its therapeutical use, together with a cell infected 
by such an adenovirus and an implant comprising 
several of these cells, are considered to be lacking 
in inventive step. 

3) Since the features of dependent Claims 2 to 14, 16, 
18, 19, 21, 22 and 24-26 are either purely 
conventional or are suggested to a person skilled in 
the art by the above-mentioned documents, these claims 

_ are likewise considered not to comply with the 
requirements of PCT Article 33 (3). 

4) This examination report is based on the assumption 
that all claims enjoy the priority of the filing date 
of the priority document. Should this prove to be 
incorrect, the documents cited in the international 
search report: "Neuroreport , Vol. 4, No . 7 , pages 801- 
804", "WO-A-94/08026" , " WO-A-94 /24297 " and "Brain 
Research, Vol. 548, No . 1 , pages 171-175 {whose 
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publication date appears to be later than the priority 
date of the application) could become relevant. 

5) The subject matter of Claims 1 to 26 is industrially- 
applicable as defined in PCT Article 33 (4) . 
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VII. Certain defects In the International application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 



The description has not cited documents Dl to D6 or 
briefly outlined the relevant state of the art 
contained therein. The requirements of PCT Rule 
5.1(a) (ii) are therefore not satisfied. 



Form PCT/1PEA/409 (Box VII) (January 1994) 



TRAITE DETOOPERATION EN MAT! ERE D 

PGT 



m 



Tl9 



lEVETS 

H^'n 1 7 199 6 



RAPPORT DT.XAMKN PR!" KIM IN AIR I* IN TI RNATiON \I. 



Reference du dossier du dcposanl (Vu 
du mandaiairc I 

ST 94014 \ 


\ la nnlificniion dc uansmission du rapp-nl d'cxamrn 
l'Olili SUri T A MOWI-'H p.^-min.-mc international fformulairc PCI IPl-A 4 1M 


l")cmandc intornationalc n" I 

PCT/FR 95/ 00250 -J 


1 >a»c du depot inter national 
r' /f "icfv .{inner ) 

02/03/1995 


11 .TIC dc prion IC (' inur : mni.i unnrr) 

18/03/1994 


Classification intcrnalionalc des hrcvcts (C/IIO ( .n d.i^if ic;tlmn nationak- el < 1H 

C12N15/86 


Ucposanl 

RHONE -POULENC RORER S.A. et. al. 



U present rapport dexamcn prclimmairc inlcrnnlion.it, ctahlt par I VI.P-vu a.inn charpec dc Icvamcn prcliminairc 
international, est iransmis au dcpn*nm' confonncnicnt a ('article 3o. 



Cc RAPPORT cmnprend 

□ 



1 



(cuillcs, v comprise la pi f>^f ni>- i'-intlc dc convert ui'C 



II est accompngnc d A N N 1 -X PS, ccsl-a-dirc dc fvuilles dc I;, do* - «P<"'" des revindications ou des dcss.ns qui nni 
etc modificcs cT qui scrvcm dc base au present rapport nu dc feui!<c< conlcnant des rectifications railcs auprcs do 
(administration charpec dc I'cxamcn prcliminairc international (xo... la rcclc 70. l* et ('instruction 607 des 
Instructions adminisirativcs du l*C I '). 



Ces annexes comprennent 



fcuillcs. 



3. U present rapport conhenl des indications el les pages corrcspondanlc* Natives aux points suivants: 

1 |X j Hasc du rapport 
11 j^j Prioriic 

til \~\ Absence dc formulation dopimon quant a la nouvcauic. I:*' ' = -.iie inventive ct la possibilitc duplication 
tndustriclle 

(V | | Absence d'unitc dc linvcniion 

V (J?! Declaration moiivec scion Particle 35(21 quant a la n<»uvca- •. laclivitc inventive ct I.-, possihilitc 
^ duplication tnduslricltc'. citation* et cxplin^'n* a I'appni ' ; Y'-'tc declaration 

VI | j Certains documents cites 

VII [5?] Irrcgularitcs dans In demande ini<-r national-- • _ • 

VIII j^j Observations relatives a la dt-mande inlcrnah-'nalc 



Date dc presentation dc la demande devnmen pj elimmairc 
international 

11/09/1995 


Hair d :•• i.-mcnl tin present rapporl 


Norn et adresse posialc dc (administration charpec dc I cxanicn 
preltminaire international 

^ Office n.uropccn des H revels 
Aft D-80298 Munich 

QJJl Tel. (H- 49-89) 2399-0, Tx: 523656 epimi d 
Pax: (+49-89) 2399-4465 


I ; '>nt-i miv-aif c aulorisc\ 

\||fW3^ VKaas 

N' dc Tcirphonc 



Formulaire PCT/I PEA/409 (fcuillc dc couvcuurc) (janvicr 1 994) (2 5/09/ 1 995 ) 



Demande Internationale n' 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL PCT/FR95/00250 
I. Base du rapport 

1. Le present rapport a ete rediqe sur la base des elements ci-apres (Les feuilles de renplacenent qui ont ete 
remises a l'office recepteur en reponse a une invitation faite confomement a 1 'article 14 sont considerees 
dans le present rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles 

" ne cbntiennent pas de modifications.): 

[x] de la denande Internationale telle qu' initialement deposee. 

[ ] de la description, paqes 
pages 

pages 

pages 

[ ] des revendications, nos. 

nos. 

nos. 

nos. 

nos. 

[ ] des dessins, feuilles /fig 
feuilles/fig 

feuilles/fig 

feuilles/fig 

2. Les modifications ont entraine 1'annulation 

[ ] de la description, pages 
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., telles qu'initialement deposees, 
deposees avec la denande d'exaien 
preliminaire international, 
deposees sous couvert d'une lettre 



, deposees sous couvert d'une lettre 



,, telles qu'initialement deposees, 
., telles que nodifiees en vertu de 

"1 'article 19, 
., deposees avec la denande d'examen 

preliminaire international, 
., deposees sous couvert d'une lettre 



, deposees sous couvert d'une lettre 



,, telles qu'initialement deposees, 
deposees avec la deiande d'examen 
preliminaire international, 
., deposees sous couvert d'une lettre 

*i , 

., deposees sous couvert d'une lettre 



t 
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[ ] des revendications , nos. ■ 

[ ] des dessins, feuilles/fig. : . 

3. [ ] Le present rapport a ete fonule abstraction faite (de certaines) des Modifications, qui ont ete considerees 

conne allant au-dela de 1' expose de' 1' invention tel qu'il a ete depose (regie 70.2-c)). 

4. Observations cooplenentaires, le cas ecneant: 
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V. Declaration lotivee selon 1' article 35.2) quant a la nouveaute, l'activite inventive et la possibilite 
d ' application industrielle; citations et explications a l'appui de cette declaration 



1. DECLARATION 



Nouveaute . Re vendi cations 1-2 6 : ODI 

Revendi cations NON 

Activite inventive Revendications ; ODI 

Revendications 1-2 6 NON 

Possibilite d 'application industrielle Revendications 1-26 ODI 

Revendications NON 



2. CITATIONS ET EXPLICATIONS 

1) Les documents (D) suivants ont ete pris en compte pour 
1 'etablissement du rapport d'examen preliminaire : 

Dl : FR-A-2 688 514 
D2 : WO-A-93/01300 
D3 : WO-A-93/08828 

D4 : Science, vol. 259, n* 5097, pages 988-990 

D5 : Nouvelle Revue Francaise d'H6matologie , vol. 35, 

n* 3 , pages 299-300 . 
D6 : European Journal of Biochemistry, vol. 208, n* 2, 

pages 211-225. 

2) La presente demande ne repond pas au critere figurant a 
l'Article 33(3) PCT, l'objet des revendications 1'; 15, 
17, 20 et 23 n'impliquant pas d'activite inventive 
(Regie 65(1) (2) PCT) . 

L'utilisation comme agents therapeutiques d' adenovirus 
recombinant defectifs porteurs d'un gene heterologue 
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semble largement repandue. Dans ce cadre, Dl decrit 
1 ' uti lisation d'un adenovirus defectif contenant un 
inserat codant pour une cytokine sous controle d'un 
promoteur de 1' adenovirus comme agent ant i -tumoral . 

Comme cela est reconnu par la Demanderesse aux pages 1 
et 2, le facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF) 
etait connu et caracterise avant la date de priorite de 
la demande en instance. Les documents D2 et D3 decrivent 
des methodes de traitement des maladies neuronales dans 
lesquelles ce facteur est directement injects au 
patient. 

Les documents D4 et D5 - demontrent qu'un adenovirus 
defectif recombinant est 6galement capable d'effectuer 
le transfert d'un gene d'interet dans les cellules 
intrinseques du systeme nerveux central. Ces documents 
montrent la grande inf ectabilite de toutes les cellules 
du systeme nerveux central observed in vivo apres 
injection d'un tel type de vecteur ainsi que "la 
persistance de 1' expression du gene transf^re pendant 
plusieurs mois. Au vu des r^sultats obtenus, il est 
sugg^re dans ces documents d'utiliser ce type de vecteur 
dans le traitement de maladies neurologiques , en 
particulier les maladies neurodegeneratives . 

Les avantages lies a 1 'utilisation d'un adenovirus par 
rapport a d'autres vecteurs, notamment les retrovirus, 
sont resumes dans le Tableau 1 de D6 . Bien qu'il 
apparaisse d' apres D6 que les vecteurs dont 
1 'utilisation etait la plus repandue a la date de 
publication de D6 etaient les retrovirus, il est clair 
qu'au vu" du desavantage de ces derniers de ne pas etre 
capables d'infecter des cellules qui ne sont pas en 
phase de division, le choix de la personne du metier 
cherchant un vecteur capable d'infecter des cellules 
neuronales se serait plutot porte sur un vecteur du type 
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adenovirus. De plus, la construction d'un vecteur de 
type adenovirus recombinant defectif comprenant un gene 
heterologue est illustree et commentee a la Figure 3 de 
D6. 

La personne du metier connaissant par D2-D3 les vertus 
therapeutdques de BDNF dans le traitement des maladies 
neurodegeneratives et cherchant a mettre au point un 
agent therapeutigue qui soit a la fois exempt des 
desavantages lies a une injection directe et capable 
d'infecter des cellules qui ne sont pas en division, 
aurait done ete tentee de suivre la suggestion de D4-D6 
en utilisant comme vecteur un adenovirus recombinant 
defectif dans le genome duquel il aurait integre le gene 
codant pour BDNF. 

Pour ces raisons, 1' adenovirus ainsi obtenu-, son 
utilisation therapeutigue ainsi qu'une cellule infectee 
par un tel adenovirus et un implant comprenant plusieurs 
de ces cellules sont consideres comme depourvus 
d'activite inventive. 

3) Les caracteristiques des revendications dependantes 2 a 
14, 16, 18, 19, 21, 22 et 24-26 etant soit purement 
conventionnelles soit suggerees a la personne du metier 
par les documents sus-mentiones , ces revendications sont 
egalement . considerees comme ne repondant pas au critere 
figurant a 1 'Article 33(3) PCT. 

4) Cet examen est fonde sur l'assomption que toutes les 
revendications jouissent d'un droit de prior ite datant 
du depot du document de priorite. S'il s'averait qu'il 
n'en etait pas ainsi, les documents "Neuroreport , vol. 
4, no. 7, pages 801-804", "WO-A-94/08026" / 
"WO-A-94/24297 ,, et "Brain Research, vol. 548, no.. 1, 
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1994, pages 171-175" (dont la date de publication semble 
posterieure a la date de priorite de la demande) cites 
dans le rapport de recherche internationale pourraient 
devenir pertinents. 

5) L'objet des revendications 1 a 26 est susceptible 
d'application industrielle telle que definie. par 
1 'Article 33(4) PCT. 
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VII. Irregulari tes dans la deiande intemationale 



Les irregular: tes suivantes, concemant la fome ou le contenu de la deoande intemationale, ont ete constatees: 

Les documents D1-D6 n'ont pas ete cites dans la 
description et l'etat de la technique qu'ils renferment 
n'a pas non plus ete discute. Les dispositions de la 
Regie 5.1(a) (ii) PCT ne sont done pas observees. 
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TRAITE r^TOOPERATION EN MATIERE BREVETS 

PCT 

RAPPORT Dl- RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 ct regies 43 ct 44 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du maud at aire 

ST 94014 



Demande inter naiionalc n" 

PCT/FR95/0025C^ 



pm IP <I1 IITF vt »r la noufication de transmission du rapport de recherche Internationale 
i-wui* aui k, ( formu(airc pCT/lS A/220) et, Ie cas ccheant, le point 5 ci-aprcs 



A DONNfcR 



Date du depot inicrnationaJf7aur/motr/a/in«; 

02/03/95 



(Date de prioritc (la plus ancienne) 
( Jourfm oisfannee ) 

18/03/94 



Deposant 

RHONE-POULENC RORER S.A. et al. 



Lc present rapport de recherche Internationale, etabli par l'administration chargce de la recherche internationalc, est transmis au 
deposant conformement a I'article 18. Unc copie en est transmisc au Bureau international. 

Cc rapport de recherche internationalc comprend 4 feuilles. 

[Y| II est aussi accompagne d'une copic de chaque document relauf a 1'etat de la technique qui y est cite. 



1 ' CU 11 a 1 UC ccrtaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 

2. | | II y a absence d'unitc de I'invention (voir le cadre II). 

3. fx] l-a demande internaUonalc contient la divulgation d'un listage de sequence de nucleotides ou d'acides amines et la 

recherche international a ete effectuee sur la base du listage de sequence. 

depose avec la demande internauonale 

| | fourni par le deposant separcment de la demande Internationale 

I | sans ctre accompagnee d'une declaration selon laquelle il n'iclut pas d'elements 
— allant aM-dela de la divulgation faite dans la demande internauonale telle 
qu'elle a ete deposee. ' 

| [ transcrit par l'administration 

4. En ce qui concerne le titre.Q le texte est approuve tel qu'il a ete remise par le deposant. 

[Y] Le texte a ete etabli par l'administration et a la teneur suivante: 

ADENOVIRUS RECOMBINANTS CODANT POUR LE FACTEUR NEUROTROPHIC^ DERIVE DU 
CERVEAU (BDNF). 

5. En ce qui concerne I'abrege, 

le texte est approuve tel qu'il a ete remts par le deposant 

I | le texte (rcproduit dans le cadre III) a ete etabli par radministration conformement a la 
— regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a l'administration dans un dclai 
d un mois a compter de la date d'expedition du present rapport de recherche Internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la suivante: 

Figure „• 7 □ suggcree par le deposant. □ A£ u ^«£ gUreS 

fjif] parce que lc deposant n'a pas suggcrc de figure. 
| | parce que cette figure caracterise micux I'invention. 
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A . CLASS EM ENT DE L'OBJET DE LA DEM AN DE 

CIB 6 C12N15/86 A61K48/00 C12N15/12 
C12N5/10 A61K39/235 



C07K14/475 C12N7/01 



Selon la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimale consultee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 A61K C07K C12N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lcsqucls a port* U recherche 



Base de donnees electroniquc consultee au cours dc la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si cela est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, l'indication des passages pertinents 



no. des rcvendications visees 



SCIENCE, 

vol.259, 12 Fevrier 1993, LANCASTER, PA US 
pages 988 - 990 

LE GAL LA SALLE, G. ET AL. 'An adenovirus 
vector for gene transfer into neurons and 
glia in the brain' 
voir le document en entier 

-/— 



1-26 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la lisle des documents 



m 



Les documents de families dc brevets sont indiques en annexe 



* Categories sped ales de documents cites: 

*A" document definissant I'ctat general de la technique, non 

consider* comme particulierement pertinent 
*E* document antericur, mais public a la date de depot international 

ou aprts cette date 
"L* document pouvant jeter un doute sur unc revendication de 

priori te ou cite pour determiner la date de publication d une 

autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
*0* document se refer ant & une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant la date de depot international, mais 

posterieuremcnt 4 la date de priorite revendiquee 



ou la theorie constituant la base de 1' invention 
*X* document particulierement pertinent; l'invention revendiquee ne peut 
etre considiree comme nouvelle ou comme impli quant une activite 
inventive par rapport au document considere isolement 
*Y* document particulierement pertinent; l'invention revendiquee 

ne peut «tre consider* e comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou pi ua curs autres 
documents de mfime nature, cette combinaison ctant evidente 
pour unc personne du metier 
"&* document qui fait partie dc la mtme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche international e a et* effectivement achev*e 

29 Mai 1995 



Date d 'expedition du prtsent rapport de recherche Internationale 

- 9. 06. 95 



Nom et adrcsse postal e de l'administration chargte de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 581 8 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-301 6 



Fonctionnaire autoris* 



Chambonnet, F 
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C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric * I Identification des documents cites, avec, le cas fccheant, ['indication des passages pertinents 



no. des revendications vistes 



0,Y 



P,Y 



Y 

P.Y 
A 



NOUVELLE REVUE FRANCAISE D' HEMATOLOGIE, 
vol.35, no. 3, 1993 
pages 299 - 300 

PESCHANSKI, M. ET AL. 'Transfert de genes 

a but therapeutique dans le systeme 

nerveux central ' 

voir le document en entier 

& Xllth congres de la societe francaise 

d' hematologie, 

Strasbourg, France 

ler au 3 Juin 1993 

NEUR0REP0RT, 

vol .5, no. 7, 21 Mars 1994 
pages 801 - 804 

RIDOUX, V. ET AL. 'The use of adenovirus 
vectors for intracerebral grafting of 
transfected nervous cells' 
voir le document en entier 

WO, A, 94 03199 (REGENERON PHARM. INC.) 17 
Fevrier 1994 

voir le document en entier 

WO, A, 93 08828 (GENERAL HOSPITAL CORP. & 
SYNTEX-SYNERGEN NEUROSCIENCE JOINT 
VENTURE) 13 Mai 1993 
voir le document en entier 

W0, A, 93 01300 (MAX PLANCK GES. FGRDERUNG 
WIISE & REGENERON PHARM INC.) 21 Janvier 
1993 

voir le document en entier 

FR,A,2 688 514 (CNRS) 17 Septembre 1993 
voir revendications 

WO, A, 94 08026 (CNRS) 14 Avril 1994 
voir le document en entier 

MEDECINE /SCIENCES, 

vol .9, no. 2, Fevrier 1993 

pages 208 - 210 

DANOS, 0. ET AL. 'Reimplantation de 
cellules genetiquement modifiees dans des 
neo-organes vasculari ses' 
voir le document en entier 

-/— 
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C(siiite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categoric * 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, 1'indicatton des passages pertinents 



no. des revindications visees 



EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
vol.208, no. 2, Septembre 1992, AMSTERDAM - 
NL 

pages 211 - 225 

ROEMER, K. & FRIEDMANN, T. 'Concepts and 
strategies for human gene therapy' 
voir page 218, colonne 2, alinea 3 - page 
219, colonne 1, alinea 1 

WO, A, 94 24297 (RH0NE-POULENC RORER S.A. ET 

AL.) 27 Octobre 1994 

voir le document en entier 

BRAIN RESEARCH, 
vol.648, no.l, 1994 
pages 171 - 175 

RIDOUX, V. ET AL. 'Adenoviral vectors as 
functional retrograde neuronal tracers' 
voir le document en entier 

SCIENCE, 

vol.256, no. 5063, 12 Juin 1992, LANCASTER, 
PA US 

pages 1550 - 1552 

CULVER, K. W. ET AL. 'In vivo gene 
transfer with retroviral vector-producer 
cells for treatment of experimental brain 
tumors' 

voir le document en entier 
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(54) Titre: ADENOVIRUS RECOMBINANTS CODANTPOUR LE FACTEUR NEUROTROPHIQUE DERIVE DU CERVEAU (BDNF) 



(57) Abstract 

Recombinant adenoviruses comprising a het- 
erologous DNA sequence coding for brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF), preparation thereof, 
and use thereof for treating and/or preventing de- 
generative neurological diseases. 

(57) Abrege- 

La pr£sente invention conceme des 
adenovirus recombinants comportant une sequence 
d'ADN h&erologue codant pour le facteur 
neurotrophique derive" du cerveau (BDNF), 
leur preparation, et leur utilisation pour le 
traitement et/ou la prevention des maladies 
neurodegeneratives. 
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ADENOVIRUS RECOMBINANTS CODANT POUR LE FACTEUR NEUROTROPHIQUE DERIVE DU 
CERVEAU (BONF) 

La presente invention conceme des vecteurs recombinants d'origine virale et 
leur utilisation pour le traitement et/ou la prevention des maladies neurodegeneratives. 
5 Plus particulierement, elle concerne des adenovirus recombinants comportant une 
sequence d'ADN codant pour le facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF, 
"brain-derived neurotrophic factor"). L'invention concerne egalement la preparation de 
ces vecteurs, les compositions pharmaceutiques les contenant et leur utilisation 
therapeutique, notamment en therapie genique. 

Les maladies neurodegeneratives representent une large part des depenses de 
sante dans les pays occidentaux, part qui ne cesse de s'accroitre suite au vieillissernent 
de la population. Au titre de ces affections, on peut citer notamment la maladie 
d' Alzheimer, le maladie de Parkinson, la choree de Huntington, la sclerose laterale 
amyotrophique, etc. Les signes pathologiques et l'etiologie de ces maladies sont fort 
varies, mais toutes ces maladies resultent d'une perte progressive de cellules 
neuronales dans le systeme nerveux central, parfois au sein de structure tres localisees 
comme la substance noire dans la maladie de Parkinson. Bien que certains traitements 
pharmacologiques palliatifs soient deja disponibles, leurs effets sont relativement 
limites. La presente invention decrit une approche therapeutique nouvelle, 
particulierement avantageuse pour le traitement de ces maladies. Plus particulierement, 
la presente invention decrit des vecteurs permettant de promouvoir directement la 
survie des cellules neuronales impliquees dans ces pathologies, par expression efficace 
et localisee de certains f acteurs trophiques. 

Les facteurs trophiques sont une classe de molecules ayant des proprietes de 
25 stimulation de la croissance neuritique ou de la survie des cellules nerveuses. Le 
premier facteur possedant des proprietes neurotrophiques, le NGF ("Nerve Growth 
Factor"), a ete caracterise il y a une quarantaine d'annees (pour revue, voir Levi- 
Montalcini et Angelleti, Physiol. Rev. 48 (1968) 534). Ce n'est que recemment que 
d'autres facteurs neurotrophiques ont ete identifies, et notamment le facteur 
30 neurotrophique derive du cerveau (BDNF) (Thoenen, Trends in NeuroSci. 14 (1991) 
165). Le BDNF est une proteine de 118 acides amines et de poids moleculaire 13,5 
kD. In vitro, le BDNF stimule la formation de neurites et la survie en culture des 
neurones ganglionaires de la retine, des motoneurones de la moelle epiniere, des 
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neurones cholinergiques du septum ainsi que des neurones doparninergiques du 
mesencephale (revue par Lindsay in Neurotrophic Factors, Ed, (1993) 257, Academic 
Press). Toutefois, bien que ses proprietes soient interessantes, l'application 
therapeutique du BDNF se heurte a differents obstacles. En particulier, l'absence de 
5 biodisponibilite du BDNF limite toute utilisation therapeutique. Par ailleurs, il n'existe 
pas de moyens efficaces permettant de delivrer le BDNF de maniere durable et 
localisee a certaines regions desirees de l'organisme. Enfin, il est essentiel que le 
BDNF delivre soit actif et puisse exercer une activite therapeutique in vivo. 

10 La presente invention apporte une solution particulierement avantageuse a ces 

problemes. La presente invention reside en effet dans la mise au point de vecteurs 
particulierement efficaces pour delivrer in vivo et de maniere localisee, des quantites 
therapeutiquement actives de BDNF. Dans la demande copendante n° 
PCT/EP93/02519, il a ete montre que les adenovirus pouvaient etre utilises pour le 

15 transfer! de genes in vivo dans le systeme nerveux. La presente invention conceme des 
constructions nouvelles, particulierement adaptees et efficaces pour le transfert d'un 
gene specifique dans le systeme nerveux. Plus particulierement, la presente invention 
concerne un adenovirus recombinant comprenant une sequence d'ADN codant pour le 
facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF), sa preparation, et son utilisation 

20 pour le traitement et/ou la prevention des maladies neurodegeneratives. 

La demanderesse a maintenant montre qu'il est possible de construire des 
adenovirus recombinants contenant une sequence codant pour le BDNF, d'administrer 
ces adenovirus recombinants in vivo, et que cette administration permet une 
expression stable et localisee de quantites therapeutiquement actives de BDNF in vivo, 

25 et en particulier dans le systeme nerveux, et sans effet cytopathologique. Les 
proprietes particulierement avantageuses des vecteurs de l'invention decoulent 
notamment de la construction utilisee (adenovirus defectif, delete de certaines regions 
virales), du promoteur utilise pour l'expression de la sequence codant pour le BDNF 
(promoteur viral ou tissu-specifique de preference), et des methodes d'aministration 

30 dudit vecteur, permettant l'expression efficace et dans les tissus appropries du BDNF. 
La presente invention foumit ainsi des vecteurs viraux utilisables directement en 
therapie genique, particulierement adaptes et efficaces pour dinger l'expression du 
BDNF in vivo. La presente invention offre ainsi une nouvelle approche 
particulierement avantageuse pour le traitement et/ou la prevention des maladies 

35 neurodegeneratives. 
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Un premier objet de l'invention reside done dans un adenovirus recombinant 
defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour le facteur neurotrophique 
derive du cerveau (BDNF) ou un derive de celui-ci. 

L'invention a egalement pour objet 1'utilisation d'un tel adenovirus 
5 recombinant defectif pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee 
au traitement ou a la prevention des maladies neurodegeneratives. 

Le facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF) produit dans le cadre 
de la presente invention peut etre le BDNF humain ou un BDNF animal. La sequence 
d'ADN codant pour le BDNF humain et pour le BDNF de rat a ete clonee et 

10 sequencee (Maisonpierre et aL, Genomics 10 (1991) 558), ainsi que notamment la 
sequence codant pour le BDNF de pore (Leibrock et al., Nature 341 (1989) 149). 
Prealablement a leur incorporation dans un vecteur adenovirus selon l'invention, ces 
sequences sont avantageusement modifiees, par exemple par mutagenese dirigee, en 
particulier pour l'insertion de sites de restriction appropries. Les sequences decrites 

15 dans l'art anterieur ne sont en effet pas construites pour une utilisation selon 
l'invention, et des adaptations prealables peuvent s'averer necessaires, pour obtenir des 
expressions importantes (voir exemple 1.2.). Dans le cadre de la presente invention, on 
prefere utiliser une sequence d'ADN codant pour le facteur neurotrophique derive du 
cerveau humain (hBDNF). Par ailleurs, comme indique ci-avant, il est egalement 

20 possible d'utiliser une construction codant pour un derive du BDNF, en particulier un 
derive du BDNF humain. Un tel derive comprend par exemple toute sequence obtenue 
par mutation, deletion et/ou addition par rapport a la sequence native, et codant pour 
un produit conservant 1'une au moins des proprietes biologiques du BDNF (effet 
trophique et/ou differentiateur). Ces modifications peuvent etre realisees par les 

25 techniques connues de l'homme du metier (voir techniques generates de biologie 
moleculaire ci-apres et exemple 2). L'activite biologique des derives ainsi obtenus peut 
ensuite etre aisement determinee, comme indique notamment dans l'exemple 3.. Les 
derives au sens de l'invention peuvent egalement etre obtenus par hybridation a partir 
de banques d'acides nucleiques, en utilisant comme sonde la sequence native ou un 

30 fragment de celle-ci. 

Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus grande affinite 
pour leurs sites de fixation, des sequences permettant une expression amelioree in 
vivo, des molecules presentant une plus grande resistance aux proteases, des molecules 
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ayant une efficacite therapeutique plus grande ou des effets secondaires moindres, ou 
eventuellement de nouvelles proprietes biologiques. 

Parmi les derives preferes, on peut citer plus particulierement les variants 
naturels, les molecules dans lesquelles un ou plusieurs residus ont ete substitues, les 
5 derives obtenus par deletion de regions n'intervenant pas ou peu dans Interaction avec 
les sites de liaison consideres ou exprimant une activite indesirable, et les derives 
comportant par rapport a la sequence native des residus supplementaires, tels que par 
exemple un signal de secretion et/ou un peptide de jonction. De maniere 
particulierement avantageuse, la sequence de la presente invention code pour le 

10 BDNFprecede de la region pro native (proBDNF). 

Par ailleurs, il est particulierement important pour une meilleure mise en 
oeuvre de la presente invention que la sequence utilisee contienne egalement un signal 
de secretion permettant de dinger le BDNF synthetise dans les voies de secretion des 
cellules infectees, de maniere a ce que le BDNF synthetise soit libere dans les 

15 compartiments extracellulaires et puisse activer ses recepteurs. Le signal de secretion 
est avantageusement le propre signal du BDNF. Mais il peut egalement s'agir d'un 
signal de secretion heterologue ou meme artif iciel. 

La sequence d'ADN cod ant pour le facteur neurotrophique derive du cerveau 
20 utilisee dans le cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN genomique 
(ADNg) , ou une construction hybride consistant par exemple en un ADNc dans lequel 
seraient inseres un ou plusieurs introns. II peut egalement s'agir de sequences 
synthetiques ou semisynthetiques. II est a noter que dans la sequence genomique 
codant pour le BDNF, les introns sont localises dans les regions non codantes. De 
25 maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un ADNg. En 
particulier, l'utilisation d'un ADNg peut permettre une meilleure expression dans les 
cellules humaines. 

Dans un premier mode de realisation de l'invention, T adenovirus comprend 
done une sequence d'ADNc codant pour le facteur neurotrophique derive du cerveau 
30 (BDNF). Dans un autre mode de realisation prefere de l'invention, l'adenovirus 
comprend une sequence d'ADNg codant pour le facteur neurotrophique derive du 
cerveau (BDNF). Avantageusement, la sequence d'ADN code pour le proBDNF et, de 
preference, le preproBDNF. 
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Avantageusement, la sequence cod ant pour le BDNF est placee sous le 
controle de signaux permettant son expression dans les cellules nerveuses. 
Preferentiellement, il s'agit de signaux d'expression heterologues, c'est-a-dire de 
signaux differents de ceux naturellement responsables de l'expression du BDNF. D 
5 peut s'agir en particulier de sequences responsables de l'expression d'autres proteines, 
ou de sequences synthetiques. Notamment, il peut s'agir de sequences prornotrices de 
genes eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices 
issues du genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s'agir de 
sequences promotrices issues du genome d'un virus, y compris l'adenovirus utilise. A 

10 cet egard, on peut citer par exemple les promoteurs El A, MLP, CMV, LTR-RSV, etc. 
En outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
d'activation, de regulation, ou permettant une expression tissu-specifique. II peut en 
effet etre particulierement interessant d'utiliser des signaux d'expression actifs 
specifiquement ou majoritairement dans les cellules nerveuses, de maniere a ce que la 

15 sequence d'ADN ne soit exprimee et ne produise son effet que lorsque le virus a 
effectivement infecte une cellule nerveuse. A cet egard, on peut citer par exemple les 
promoteurs de I'enolase neurone-specifique, de la GFAP, etc. 

Dans un premier mode de realisation particulier, l'invention concerne un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant pour le 

20 facteur neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) sous le controle du 
promoteur LTR-RSV. 

Dans un autre mode de realisation particulier, l'invention concerne un 
adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg codant pour le 
facteur neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) sous le controle du 

25 promoteur LTR-RSV. 

La demanderesse a en effet montre que le promoteur LTR du virus du 
sarcome de rous (RSV) permettait une expression durable et importante du BDNF 
dans les cellules du systeme nerveux, notamment central. 

Toujours dans un mode prefere, l'invention concerne un adenovirus 

30 recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant pour le facteur 
neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) sous le controle d'un promoteur 
permettant une expression majoritaire dans le systeme nerveux. Un mode 
particulierement prefere de mise en oeuvre de la presente invention reside dans un 
adenovirus recombinant defectif comprenant les sequences ITR, une sequence 

35 permettant 1'encapsidation, une sequence d'ADN codant pour le facteur 
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neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) ou un derive de celui-ci sous le 
controle d'un promoteur permettant une expression majoritaire dans le systeme 
nerveux, et dans lequel le gene El et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non 
fonctionnel. 

5 Les adenovirus defectifs selon Tinvention sont des adenovirus incapables de se 

repliquer de facon autonome dans la cellule cible. Generalement, le genome des 
adenovirus defectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu 
au moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. 
Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
10 fonctionnelles, soit substitutes par d'autres sequences et notamment par la sequence 
d'ADN cod ant pour le BDNF. 

Preferentiellement, le virus defectif de Tinvention conserve les sequences de 
son genome qui sont necessaires a Tencapsidation des particules virales. Encore plus 
preferentiellement, comme indique ci-avant, le genome du virus recombinant defectif 
15 selon Tinvention comprend les sequences ITR, une sequence permettant 
l'encapsidation, le gene El non fonctionnel et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 
non fonctionnel. 

II existe differents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
varient quelque peu. Parmi ces serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la 
presente invention les adenovirus humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les 
adenovirus d'origine animale (voir demande FR 93 05954). Parmi les adenovirus 
d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente invention on peut citer les 
adenovirus d'origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., Virology 
75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). De 
preference, Tadenovirus d'origine animale est un adenovirus canin, plus 
preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche manhattan ou A26/61 (ATCC VR- 
800) par exemple]. De preference, on utilise dans le cadre de Tinvention des 
adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. 

Les adenovirus recombinants defectifs selon Tinvention peuvent etre prepares 
par toute technique connue de Thomme du metier (Levrero et al., Gene 101 (1991) 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. 3 (1984) 2917). En particulier, ils peuvent etre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN codant pour le BDNF. La recombinaison homologue se 
produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une lignee cellulaire 
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appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre transformable par 
lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de complementer la partie 
du genome de l'adenovirus defectif, de preference sous forme integree pour eviter les 
risques de recombinaison. A titre d'exemple de lignee, on peut mentionner la lignee de 
5 rein embryonnaire humain 293 (Graham et aL, J. Gen. Virol. 36 (1977) 59) qui 
contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du genome d'un 
adenovirus Ad5 (12 %). Des strategies de construction de vecteurs derives des 
adenovirus ont egalement ete decrites dans les demandes n° FR 93 05954 et 
RR 93 08596 qui sont incorporees a la presente par reference. 
10 Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuperes et purifies selon 

les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Comme indique ci-avant, la presente invention concerne egalement toute 
utilisation d'un adenovirus tel que decrit ci-dessus pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des maladies 
15 neurodegeneratives. Plus particulierement, elle concerne toute utilisation de ces 
adenovirus pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou a la prevention de la maladie de Parkinson, de la maladie d' Alzheimer, 
de la sclerose laterale amyotrophique (ALS), de la maladie d'Huntington, de l'epilepsie 
et de la demence vasculaire. 

20 La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 

comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectif s tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenterale, intranasale, intra veineuse, 
intramusculaire, sous-cutanee, intra oculaire, transdermique, etc. De preference, les 

25 compositions pharmaceutiques de Tinvention contiennent un vehicule pharmaceu- 
tiquement acceptable pour une formulation injectable, notamment pour une injection 
directe dans le systeme nerveux du patient. II peut s'agir en particulier de solutions 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 

30 constitution de solutes injectable^. L'injection directe dans le systeme nerveux du 
patient est avantageuse car elle permet de concentrer Teffet therapeutique au niveau 
des tissus affectes. L'injection directe dans le systeme nerveux central du patient est 
avantageusement realisee au moyen d'un appareil dejection stereotaxique. L'emploi 
d'un tel appareil permet en effet de cibler avec une grande precision le site d'injection. 
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A cet egard, l'invention conceme egalement une methode de traitement des 
maladies neurodegeneratives comprenant Tadministration a un patient d'un adenovirus 
recombinant tel que defini ci-avant Plus particulierement, l'invention concerne une 
methode de traitement des maladies neurodegeneratives comprenant Tadministration 
5 stereotaxique d'un adenovirus recombinant tel que defini ci-avant. 

Les doses d'adenovirus recombinant defectif utilisees pour l'injection peuvent 
etre adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du mode 
d'administration utilise, de la pathologie concernee ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D'une maniere generate, les adenovirus recombinants selon l'invention sont 

10 formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de 
preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, puis mesure, generalement apres 48 heures, du nombre de plages 
de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu d'une solution virale 

15 sont bien documentees dans la litterature. 

Un autre objet de l'invention concerne toute cellule de mammifere infectee par 
un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits ci-dessus. Plus 
particulierement, l'invention concerne toute population de cellules humaines infectee 
par ces adenovirus. II peut s'agir en particulier de fibroblastes, myoblastes, 

20 hepatocytes, keratinocytes, cellules endothelials, cellules gliales, etc. 

Les cellules selon l'invention peuvent etre issues de cultures primaires. Ceiles- 
ci peuvent etre prelevees par toute technique connue de 1'homme du metier, puis mises 
en culture dans des conditions permettant leur proliferation. S'agissant plus 
particulierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre aisement obtenus a partir de 

25 biopsies, par exemple selon la technique decrite par Ham [Methods Cell.Biol. 21a 
(1980) 255]. Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour l'infection par les 
adenovirus, ou conservees, par exemple par congelation, pour retablissement de 
banques autologues, en vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules selon l'invention 
peuvent egalement etre des cultures secondaires, obtenues par exemple a partir de 

30 banques preetablies. 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par des adenovirus 
recombinants, pour leur conferer la capacite de produire du BDNF. L'infection est 
realisee in vitro selon des techniques connues de 1'homme du metier. En particulier, 
selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule desire, 

35 Thomme du metier peut adapter la multiplicite d'infection et eventuellement le nombre 
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de cycles d'infection realise. Ii est bien entendu que ces etapes doivent etre effectuees 
dans des conditions de sterilite appropriees lorsque les cellules sont destinees a une 
administration in vivo. Les doses d'adenovirus recombinant utilisees pour 1'infection 
des cellules peuvent etre adaptees par rhomme du metier seion le but recherche. Les 
* 5 conditions decrites ci-avant pour l'administration in vivo peuvent etre appliquees a 

rinfection in vitro. 

Un autre objet de l'invention concerne un implant comprenant des cellules 
mammifere infectees par un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs telles que 
decrites ci-dessus, et une matrice extracellulaire. Preferentiellement, les implants selon 
1 0 l'invention comprennent 1 0^ a 1 0 1 0 cellules. Plus preferentiellement, ils en 
comprennent 10 6 a 10 8 . 

Plus particulierement, dans les implants de l'invention, la matrice 
extracellulaire comprend un compose gelifiant et eventuellement un support 
permettant l'ancrage des cellules. 

15 Pour la preparation des implants selon l'invention, differents types de 

gelifiants peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour l'inclusion des cellules 
dans une matrice ayant la constitution d'un gel, et pour favoriser l'ancrage des cellules 
sur le support, le cas echeant. Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre 
utilises comme gelifiants, tels que notamment le collagene, la gelatine, les 

20 glycosaminoglycans, la fibronectine, les lectines, etc. De preference, on utilise dans le 
cadre de la presente invention du collagene. II peut s'agir de collagene d'origine 
humaine, bovine ou murine. Plus preferenciellement, on utilise du collagene de type I. 

Comme indique ci-avant, les compositions selon l'invention comprennent 
avantageusement un support permettant l'ancrage des cellules. Le terme ancrage 

25 designe toute forme d'interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entrainant 
l'adhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules peuvent 
soit recouvrir le support utilise, soit penetrer a l'interieur de ce support, soit les deux. 
On prefere utiliser dans le cadre de l'invention un support solide, non toxique et/ou 
bio-compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene 

30 (PTFE) ou un support d'origine biologique. 

Les implants selon l'invention peuvent etre implantes en differents sites de 
l'organisme. En particulier, l'implantation peut etre effectuee au niveau de la cavite 
peritoneale, dans le tissu sous-cutane (region sus-pubienne, fosses iliaques ou 
inguinales, etc), dans un organe, un muscle, une tumeur, le systeme nerveux central, 
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ou encore sous une muqueuse. Les implants selon l'invention sont particulierement 
avantageux en ce sens qu'ils permertent de controler la liberation du produit 
therapeutique dans rorganisme : Celle-ci est tout d'abord determinee par la multiplicite 
d'infection et par le nombre de cellules implantees. Ensuite, la liberation peut etre 
5 controlee soit par le retrait de l'implant, ce qui arrete definitivement le traitement, soit 
par l'utilisation de systemes d'expression regulable, permettant d'induire ou de reprimer 
l'expression des genes therapeutiques. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement ou 
10 la prevention des maladies neurodegeneratives. Elle est tout particulierement adaptee 
au traitement des maladies d'Alzheimer, de Parkinson, de Huntington, et de l'ALS. Les 
vecteurs adenoviraux selon l'invention presentent en outre des avantages importants, 
lies notamment a leur tres haute efficacite d'infection des cellules nerveuses, 
permettant de realiser des infections a partir de faibles volumes de suspension virale. 
15 De plus, I'infection par les adenovirus de l'invention est tres localisee au site d'injection, 
ce qui evite les risques de diffusion aux structures cerebrates voisines. 

En outre, ce traitement peut concerner aussi bien l'homme que tout animal tel 
que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc), les chevaux, les 
poissons, etc. 

20 La presente invention sera plus completement decrite a I'aide des exemples 

qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Figure 1 : Representation du vecteur pXL2244 
Figure 2 : Representation du vecteur pSh-Ad-BDNF 

25 Techniques generates de hiolopie moleculaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlorure de cesium, relectrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
purification de fragments d'ADN par electrocution, les extraction de proteines au 
30 phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
l'ethanol ou de l'isopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de l'homme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et ah, "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
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Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 

Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 

d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 
5 Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 

par electrophorese en gels d 'agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 

melange phenol/chloroforrne, precipites a l'ethanol puis incubes en presence de l'ADN 

ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du fournisseur. 

Le remplissage des extremites 5' proeminentes peut etre effectue par le 
10 fragment de Klenow de l'ADN Polymerase I d*E. coli (Biolabs) selon les specifications 

du fournisseur. La destruction des extremites 3' proeminentes est effectuee en presence 

de l'ADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 

fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 

menage par la nuclease SI. 
15 La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 

etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 12. 

(1985) 8749-8764] en utilisant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 

[Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 22Q (1985) 1350- 
20 1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Meth. Enzym. li£ (1987) 335-350] peut etre 

effectuee en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 

specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 

developpee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977) 5463-5467] en 
25 utilisant le kit distribue par Amersham. 

Exempjes 

Exemple 1 : Construction du vecteur pSh-Ad-BDNF. 

Cet exemple decrit la construction d'un vecteur comprenant une sequence 
d'ADN codant pour le BDNF sous le controle d'un promoteur constitue par le LTR du 
30 virus du sarcome de rous (LTR-RSV). 

1.1. Vecteur de depart (pXL2244) : Le plasmide pXL2244 contient l'ADNc de 
TApoAI sous le controle du promoteur LTR du virus RSV, ainsi que des sequences de 
1'adenovirus Ad5 (figure 1). II a ete construit par insertion d'un fragment Clal-EcoRV 
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contenant I'ADNc codant pour la preproApoAI dans le vecteur pLTR RSV-Bgal 
(Stratford-Perricaudet et al., J. Clin. Invest. 90 (1992) 626), digere par les meme 
enzymes. 

1.2. Clonage d'un ADNc codant pour le prepro-BDNF. L'ADNc complet 
codant pour le prepro-BDNF de rat (790 pb) a ete clone a partir d'une banque d'ADN 
genomique de rat par la technique de PCR, en utilisant comme amorce les 
oligonucleotides suivants : 

Oligonucleotide 5' : 5'-TTCATCGAATTCCACCAGGTGAGAAG-3' (SEQ ID n°l) 
Oligonucleotide 3' : 5-AATATAATCTAGACAACATAAATCC-3' (SEQ ID n°2) 

La region 5' de la sequence obtenue a ensuite ete modifiee par insertion d'un 
site de restriction Clal, 25 bases en amont de I'ATG. Ce site a ete introduit par PCR au 
moyen des oligonucleotides suivants : 

Oligonucleotide 5' : 5'-TAGCTTCATCGATTTCCACCAG-3' (SEQ ID n°3) 
Oligonucleotide 3' : 5'-AATATAATCTAGACAACATAAATCC-3' (SEQ ID n°4) 

La sequence ainsi obtenue a ensuite ete sous-clonee dans le plasmide pCRII 
(Invitrogen) pour generer le plasmide pCRII-BDNF. 

1.3. Construction du vecteur pSh-Ad-BDNF 

Cet exemple decrit la construction du vecteur pSh-Ad-BDNF contenant la 
20 sequence codant pour le prepro-BDNF sous controle du LTR du virus RSV, ainsi que 
des sequences de l'adenovirus Ad5 permettant la recombinaison in vivo. 

Le vecteur pCRII-BDNF a ete digere par les enzymes Clal et Kpnl, et le 
fragment de 0,85 kb resultant, contenant la sequence codant pour le prepro-BDNF a 
ensuite ete isole et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose LMP ("Low Melting 
25 Point"). Parallelement, le vecteur pXL2244 a ete digere par les memes enzymes de 
restriction Clal et Kpnl, puis precipite apres inactivation de ces dernieres. Le vecteur 
lineaire resultant, prealablernent isole et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose, 
et le fragment de 0,85 kb ont ensuite ete ligatures pour generer le vecteur pSh-Ad- 
BDNF (figure 2). 

30 Exemple 2 : Construction du vecteur pSh-Ad-BDNFtag. 

Cet exemple decrit la construction d'un second vecteur comprenant une 
sequence d'ADN de fusion codant pour le BDNF sous le controle d'un promoteur 
constitue par le LTR du virus du sarcome de rous (LTR-RSV). 



10 
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2.1. Generation de I'ADN de fusion : Dans cet exemple, une forme alternative 
de la sequence d'ADN codant pour le prepro-BDNF a ete construite. Cette forme a ete 
obtenue par insertion, a l'extremite 3' terminale de la sequence decrite dans l'exemple 
5 1.2. t d'une sequence codant pour un epitope de sept acides amines (tag) reconnu par 
un anticorps disponible commercialement (IBI, Integra Biosciences, Eaubonne, 
France). La sequence de la region ainsi fusionnee est la suivante (SEQ ID n°5) : 

Arg Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp *** 
10 AGA GGC GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC TAG 



C-ter Seq . fusionnee 

BDNF 

15 La sequence ainsi obtenue a ensuite ete sous-clonee dans le plasmide pCRII 
(Invitrogen) pour generer le plasmide pCRII-BDNFtag. 

2.2. Construction du vecteur pSh-Ad-BDNFtag 

Cet exemple decrit la construction du vecteur pSh-Ad-BDNFtag contenant la 
sequence de fusion codant pour le prepro-BDNF sous controle du LTR du virus RSV, 
20 ainsi que des sequences de l'adenovirus Ad5 permettant la recombinaison in vivo. 

Le vecteur pCRII-BDNFtag a ete digere par les enzymes Clal et Kpnl, et le 
fragment de 0,87 kb resultant, contenant la sequence codant pour le prepro-BDNFtag 
a ensuite ete isole et purifie par electrophorese sur un gel d'agarose LMP ("Low 
Melting Point"). Parallelement, le vecteur pXL2244 (exemple 1.1.) a ete digere par les 
25 memes enzymes de restriction Clal et Kpnl, puis precipite apres inactivation de ces 
demieres. Le vecteur lineaire resultant, prealablement isole et purifie par 
electrophorese sur un gel d'agarose, et le fragment de 0,87 kb ont ensuite ete ligatures 
pour generer le vecteur pSh-Ad-BDNFtag. 

30 Exemple 3. Fonctionalite des vecteurs pSh-Ad-BDNF et pSh-Ad-BDNFtag 

La capacite des vecteurs pSh-Ad-BDNF et pSh-Ad-BDNFtag a exprimer sur 
culture cellulaire une forme biologiquement active du BDNF a ete demontree par 
transection transitoire de cellules COS1. Pour cela, les cellules (2.10 6 cellules par 
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boite de 10 cm de diametre) ont ete transferees (8 ug de vecteur) en presence de 
Transfectam. Apres 48 heures, le surnageant de culture des cellules a ete recolte. Des 
dilutions serielles (1/200 et 1/50) de ce surnageant ont ensuite ete ajoutees a des 
cultures primaires de neurones du septum (Hefti et al. In Dissection and Tissue 
5 cultures : Manual of the Nervous System (1989) 172, Alan R. Liss, Inc). L'effet 
trophique (survie cellulaire et pousse neuritique) sur ces cultures a ete observe apres 
coloration, et l'effet differentiateur par dosage de I'expression de l'enzyme choline 
acetyl transferase (ChAT), selon la technique decrite par Fonnum (J. Neurochem. 24 
(1975) 407). 

10 Exemple 4. Construction des adenovirus recombinants contenant une sequence 
codant pour le BDNF 

4.1. Construction de l'adenovirus Ad-BDNF 

Le vecteur pSh-Ad-BDNF a ete linearise et cotransfecte avec un vecteur 
adenoviral deficient, dans les cellules helper (lignee 293) apportant en trans les 

15 fonctions codees par les regions El (El A et E1B) d'adenovirus. 

Plus precisement, l'adenovirus Ad-BDNF a ete obtenu par recombinaison 
homologue in vivo entre l'adenovirus mutant Ad-dll324 (Thimmappaya et al., Cell 31 
(1982) 543) et le vecteur pSh- Ad-BDNF, selon le protocole suivant : le plasmide pSh- 
Ad-BDNF et l'adenovirus Ad-dll324, linearise par l'enzyme Clal, ont ete co- 

20 transfectes dans la lignee 293 en presence de phosphate de calcium, pour permettre la 
recombinaison homologue. Les adenovirus recombinants ainsi generes ont ete 
selectionnes par purification sur plaque. Apres isolement, l'ADN de l'adenovirus 
recombinant a ete amplifie dans la lignee cellulaire 293, ce qui conduit a un surnageant 
de culture contenant l'adenovirus defectif recombinant non purifie ayant un titre 

25 d'environ 1 0 1 0 pf u/ml. 

Les particules virales sont ensuite purifiees par centrifugation sur gradient de 
chlorure de cesium selon les techniques connues (voir notamment Graham et al., 
Virology 52 (1973) 456). L'adenovirus Ad-BDNF peut etre conserve a -80°C dans 20 
% de glycerol. 

30 

4.2. Construction de l'adenovirus Ad-BDNFtag 
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L'adenovims Ad-BDNFtag a ete construit selon le meme protocole que 
l'adenovirus Ad-BDNF, mais en utilisant comme vecteur de depart le vecteur pSh-Ad- 
BDNFtag. 

Exemple 5. Fonctionalite de Tadenovirus Ad-BDNF 

5 La capacite de l'adenovirus Ad-BDNF a infecter des cellules en culture et a 

exprimer dans le milieu de culture une forme biologiquement active du BDNF a ete 
demontree par infection des lignees 293 humaine et PC 12 de rat. La presence de 
BDNF actif dans le surnageant de culture a ensuite ete determinee dans les memes 
conditions que dans l'exemple 3. 

10 Ces etudes permettent de montrer que radenovirus exprime bien une forme 

biologiquement active du BDNF en culture cellulaire. 

Exemple 6 : Transfer! in vivo du gene BDNF par un adenovirus recombinant a 
des rats presentant une lesion du fimbria-fornix 

Cet exemple decrit le transfert du gene BDNF in vivo au moyen d'un vecteur 
15 adenoviral selon l'invention. II montre sur un modele animal de la lesion du fimbria- 
fornix, que les vecteurs de l'invention permettent d'induire I'expression in vivo de 
quantites therapeutiques de BDNF. 

Sur des rats prealablement anesthesies, la voie septo-hippocampique (fimbria- 
fornix) a ete sectionnee au niveau de l'hemisphere gauche. Cette lesion mecanique a 
20 ete realisee a l'aide d'un couteau chirurgical retractable. Les coordonnees 
stereotaxiques utilisees a cet effet sont, par rapport au bregma : AP : -1,7; ML : +1,5; 
V : -5,5 a -0,5. 

L'adenovirus recombinant BDNF a ete injecte immediatement apres la lesion, 
dans le noyau median du septum et dans la partie dorsale de rhippocampe deafferente 
25 (hippocampe du cote de la lesion). Plus particulierement, radenovirus injecte est 
radenovirus Ad-BDNF prepare dans l'exemple 4.1., utilise sous forme purifiee 
(3,5 1()6 pfu/nl), dans une solution saline phosphate (PBS). 

Les injections sont realisees a 1'aide d'une canule (diametre exterieur 280 p.m) 
30 connectee a une pompe. La vitesse d' injection est fixee a 0,5 (al/min, apres quoi, la 
canule reste en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre remontee. Les 
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volumes d'injection dans Thippocampe et le septum sont respectivement 3 yd et 2 yl. 
La concentration d'adenovirus injectee est de 3,5. 10 6 pfu/^xl. 

Pour l'injection dans l'hippocampe, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=-4; ML=3,5; V=-3,l (les coordonnees AP et ML sont determiners par 
5 rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de l'os cranien au niveau 
du bregma. 

Pour l'injection dans le septum, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=1; ML=1; V=-6 (les coordonnees AP et ML sont determinees par 
rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la surface de l'os cranien au niveau 
10 du bregma. Dans cette condition, la canule presente un angle de 9 degres par rapport a 
la verticale (dans le sens medio-lateral) afin d'eviter le sinus veineux median. 

Les effets therapeutiques de l'administration de l'adenovirus selon 1'invention 
ont ete mis en evidence par trois types d'analyse : une analyse histologique et 
immunohistochimique, une analyse quantitative et une analyse comportementale. 

15 Analyse histologique et immunohistochimique 
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La lesion mecanique du fimbria-fornix induit une perte de neurones 
cholinergiques (revelee en immunohistologie par un anticorps anti-choline acetyl 
transferase, ChAT) dans le septum median, ainsi que la denervation cholinergique dans 
Thippocampe (detectee en histochimie par l'activite de l'acetyl choline esterase, AChE). 
5 L'analyse histologique des cerveaux injectes est realisee 3 semaines apres 

l'injection intracerebrale de l'adenovirus Ad-BDNF. Pour cela, les animaux sont 
sacrifies, sous anesthesie, par perfusion intracardiaque de 4% paraformaldehyde. Apres 
prelevement, post-fixation et cryoprotection, le cerveau est coupe au cryomat selon le 
plan coronal : des coupes seriees coronales de 30 \xm d'epaisseur sont realisees sur 

10 toute la longueur du septum median et aux niveaux anterieur, median et posterieur de 
Thippocampe. Pour le septum median, des coupes espacees de 180 \im (1 coupe sur 6) 
sont colorees au cresyl violet (pour evaluer la densite neuronale) et immunomarquees 
par un anticorps anti ChAT (Biochem) (pour identifier les neurones cholinergiques). 
La methode immunohistochimique est celle de la streptavidine-biotine peroxydase 

15 revelee par la DAB. Pour rhippocampe, des coupes espacees de 180 [am sont colorees 
selon la methode histochimique pour 1'AChE (acetyl choline esterase) afin de detecter 
l'innervation cholinergique. Les coupes sont montees sur lames de verre. 

Analyse quantitative 

Le nombre de neurones cholinergiques (ChAT positifs) dans le septum 
20 median est le parametre devaluation des effets de l'adenovirus Ad-BDNF. Le 
denombrement est realise sur un echantillon (1 coupe sur 6 sur toute la longueur du 
septum median). Pour chaque coupe, les neurones ChAT positifs sont denombres 
separement des 2 cotes du septum. Les resultats cumules pour toutes les coupes sont 
exprimes par le rapport du nombre de neurones ChAT positifs du cote lese sur le 
25 nombre de neurones ChAT positifs du cote non lese. 

Analyse comportementale 

U est connu qu'une lesion bilaterale de la voie septo-hippocampique conduit a 
des deficits mnesiques. Afin d'evaluer les effets fonctionnels protecteurs d'une injection 
d'adenovirus Ad-BDNF sur ce type de lesion, les performances mnesiques des animaux 
30 sont analysees au cours de 2 tests comportementaux : le test de la piscine de Morris 
(memoire de reference visuo-spatiale) et le test TMTT ("two-trials memory task"; 
"memoire a court-terme d'un environnement nouveau"). 



WO 95/25804 



PCT7FR95/00250 



18 

Exemple 7 : Transfert in vivo du gene BDNF par un adenovirus recombinant a 
des rats presentant une lesion de la voie nigro-striee 

Cet exemple decrit le transfert du gene BDNF in vivo au moyen d'un vecteur 
adenoviral selon 1'invention. II montre sur un modele animal de la lesion de la voie 
5 nigro-striee, que les vecteurs de 1'invention permettent d'induire l'expression in vivo de 
quantites therapeutiques de BDNF. 

Sur des rats prealablement anesthesies, la voie nigro-striee a ete lesee au 
niveau du faisceau mesencephalique median (MFB) par injection de la toxine 6- 
hydroxy dopamine (60H-DA). Cette lesion chimique par injection a ete unilaterale, 
10 suivant les coordonnees stereotaxiques suivantes : AP : 0 et -1; ML : +1,6; V : -8,6 et 
-9 (les coordonnees AP et ML sont determinees par rapport au bregma, la coordonnee 
V par rapport a la dure-mere). La barre d'incisive est fixee au niveau +5 mm. 

L'adenovirus recombinant BDNF a ete injecte immediatement apres la lesion, 
dans la substance noire et le striatum, du cote de la lesion. Plus particulierement, 
15 l'adenovirus injecte est l'adenovirus Ad- BDNF prepare dans l'exemple 4.1., utilise sous 
forme purifiee (3,5 10 6 pfu/^il), dans une solution saline phosphate (PBS). 

Les injections ont ete realisees a l'aide d'une canule (diametre exterieur 280 
fom) connectee a une pompe. La vitesse d'injection est fixee a 0,5 (ol/min, apres quoi, la 
20 canule reste en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre remontee. Les 
volumes d'injection dans le striatum et la substance noire sont respectivement 2x3 et 
2 ul. La concentration d'adenovirus injectee est de 3,5. 10 6 pfu/(ol. 

Pour 1'injection dans la substance noire, les coordonnees stereotaxiques sont 
les suivantes : AP=-5,8; ML=+2; V=-7,5 (les coordonnees AP et ML sont determinees 
25 par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la dure-mere). 

Pour les injections dans le striatum, les coordonnees stereotaxiques sont les 
suivantes : AP=+0,5 et -0,5; ML=3; V=-5,5 (les coordonnees AP et ML sont 
determinees par rapport au bregma, la coordonnee V par rapport a la dure-mere). 

Les effets therapeutiques de l'ad ministration de l'adenovirus selon 1'invention 
30 ont ete mis en evidence par trois types d'analyse : une analyse histologique et 
immunohistochimique, une analyse quantitative et une analyse comportementale. 
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Analyse histologiaue et immiinohistochirniqiie 

La lesion chimique de la voie nigro-striee induit une perte neuronale dans la 
substance noire ainsi que la denervation doparninergique dans le striatum (revelees en 
imrnunohistologie par un anticorps anti- tyrosine hydroxylase, TH). 
5 L analyse histologique des cerveaux injectes est realisee 3 semaines apres 

l'injection intracerebrale de I'adenovirus Ad-BDNF dans les conditions decrites dans 
l'exemple 6. Les coupes seriees coronales de 30 |j.m d'epaisseur sont realisees dans la 
substance noire et le striatum. Des coupes espacees de 180 (1 coupe sur 6) sont 
colorees au cresyl violet (pour evaluer la densite neuronale) et immunomarquees par 
10 un anticorps anti tyrosine hydroxylase (TH) (pour detecter les neurones 
dopaminergiques dans la substance noire et leur innervation dans le striatum). 

Analyse quantitative 

Le nombre de neurones dopaminergiques (TH positifs), dans la substance 
noire est le parametre devaluation des effets de I'adenovirus Ad-BDNF. Le 
15 denombrement est realise sur un echantillon (1 coupe sur 6 sur toute la longueur de la 
substance noire). Pour chaque coupe, les neurones TH positifs sont denombres 
separement des 2 cotes de la substance noire. Les resultats cumules pour toutes les 
coupes sont exprimes en proportion : nombre de neurones TH positifs du cote iese par 
rapport au nombre de neurones TH positifs du cote non lese. 

20 Analyse cornportementale 

Afin d'evaluer les effets fonctionnels protecteurs d'une injection d'adenovirus 
Ad-BDNF sur la lesion de la voie nigro-striee, les performances sensori-motrices des 
animaux sont analysees au cours de 2 tests comportementaux : le test de la rotation 
induite par des agonistes dopaminergiques (apomorphine, amphetamine et levodopa), 
25 et le test de prehension ("paw-reaching"). 

Exemple 8 : Transfer! in vivo du gene BDNF par un adenovirus recombinant a 
des rats presentant une lesion de la voie perforante 

Cet exemple decrit le transfer! du gene BDNF in vivo au moyen d'un vecteur 
adenoviral selon Tinvention. II montre sur un modele animal de la lesion de la voie 
30 perforante, que les vecteurs de l'invention permettent d'induire l'expression in vivo de 
quantites therapeutiques de BDNF. 
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Sur des rats prealablement anesthesies, la voie entorhino-hippocampique 
(voie perforante) a ete sectionnee unilateralement a l'aide d'un couteau chirurgical. Les 
coordonnees stereotaxiques utilisees a cet effet sont, par rapport au lambda : AP : 
+0,75; ML : +4,1 a 6,6; V : -7,7 (coordonnee V determinee par rapport a la dure- 
5 mere). 

L'adenovirus recombinant BDNF est injecte immediatement apres la lesion, 
soit au niveau de la lesion, soit au niveau de rhippocampe et du cortex entorhinal. Plus 
particulierement, l'adenovirus injecte est l'adenovirus Ad-BDNF prepare dans 
l'exemple 4.1., utilise sous forme purifiee (3,5 10 6 pfu/pl), dans une solution saline 
10 phosphate (PBS). 

Les injections ont ete realisees a l'aide d'une canule (diametre exterieur 280 
l^m) connectee a une pompe. La vitesse d'injection est fixee a 0,5 yl/min, apres quoi, la 
canule reste en place pendant 4 minutes supplementaires avant d'etre remontee. Les 
15 volumes d'injection dans rhippocampe, le cortex entorhinal et le site de lesion de la 
voie perforante sont respectivement 3 ^1, 2 |al et 2 \x\. La concentration d'adenovirus 
injectee est de 3,5. 10^ pfu/(al. 

Les effets therapeutiques de Tadministration de l'adenovirus selon l'invention 
peuvent etre mis en evidence par une analyse comportementale dans les conditions de 
20 Texemple 6. 
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LISTE DF. SEQUENCES 



( 1 ) INFORMATION GENERALE : 

5 

( i ) DEPOSANT : 

(A) NOM: RHONE -POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, avenue Raymond ARON 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 



(ii) TITRE DE L' INVENTION: Virus recombinants, preparation et 
utilisation en therapie genigue 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 



(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 
(A) TYPE DE SUPPORT: Tape 
20 (B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 



(2) INFORMATION POUR LA SEP TP NO r 1- 

25 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 26 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS : simple 
30 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
(iii)* ANTI-SENS: NON 

35 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 
TTCATCGAAT TCCACCAGGT GAGAAG 26 



(2) INFORMATION POUR LA SEP TP NO- 7- 

40 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
45 (D) CONFIGURATION: lineaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
(iii) ANTI-SENS: NON 

50 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 
AATATAATCT AGACAACATA AATCC 25 



55 (2) INFORMATION P OUR LA SEP TP NO ; ?t 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
60 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 
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(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE : NON 
5 (iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
TAGCTTCATC GATTTCCACC AG 22 

10 (2) INFORMATION POUR LA SE P ID NO: 4- 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
15 (C) NOMBRE DE BRINS : simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
20 (iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 
AATATAATCT AGACAACATA AATCC 25 

25 (2) INFORMATION POUR T.A RFO TP NO • S ; 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 
30 (C) NOMBRE DE BRINS: double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 
(iii) HYPOTHETIQUE: NON 
35 (iii) ANTI-SENS: NON 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 5: 



AGA GGC GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC TAG 
40 Arg Gly Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp *** 
1 5 
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REVINDICATIONS 

1. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN codant 
pour le facteur neurotrophique derive du cerveau (BDNF) ou un derive de celui-ci. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que la sequence 
5 d'ADN code pour le prepro-BDNF. 

3. Adenovirus selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNc. 

4. Adenovirus selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que la sequence 
d'ADN est une sequence d'ADNg. 

10 5. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 4 caracterise en ce que la 

sequence d'ADN code pour le prepro-BDNF humain. 

6. Adenovirus selon 1'une des revendications 1 a 5 caracterise en ce que la 
sequence d'ADN est placee sous le controle de signaux permettant son expression 
dans les cellules nerveuses. 

15 7. Adenovirus selon la revendication 6 caracterise en ce que les signaux 

d'expression sont choisis parmi les promoteurs viraux, de preference parmi les 
promoteurs E1A, MLP, CMV et LTR-RSV. 

8. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNc codant 
pour le prepro-BDNF humain sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

20 9. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADNg 

codant pour le prepro-BDNF humain sous le controle du promoteur LTR-RSV. 

10. Adenovirus recombinant defectif comprenant une sequence d'ADN 
codant pour le facteur neurotrophique derive du cerveau humain (hBDNF) ou un 
derive de celui-ci sous le controle d'un promoteur permettant une expression 

25 majoritaire dans les cellules nerveuses. 

11. Adenovirus recombinant defectif selon la revendication 10 caracterise en 
ce que le promoteur est choisi parmi le promoteur de l'enolase neurone specifique et le 
promoteur de la GFAP. 
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12. Adenovirus selon Tune des revendications 1 a 11 caracterise en ce qu'il est 
depourvu des regions de son genome qui sont necessaires a sa replication dans la 
cellule cible. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce qu'il comprend les 
5 ITR et tine sequence permettant l'encapsidation, et dans lequel le gene El et au moins 

un des genes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. 

14. Adenovirus selon la revendication 12 ou 13 caracterise en ce qu'il sagit 
d'un adenovirus humain de type Ad 2 ou Ad 5 ou canin de type CAV-2. 

15. Utilisation d'un adenovirus selon Tune des revendications 1 a 14 pour la 
10 preparation d'une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la 

prevention des maladies neurodegeneratives. 

16. Utilisation selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention de la maladie 
de Parkinson, d' Alzheimer, de Huntington ou de l'ALS. 

15 17. Composition pharmaceutique comprenant un ou plusieurs adenovirus 

recombinants defectifs selon Tune des revendications 1 a 14. 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 caracterisee en ce 
qu'elle est sous forme injectable. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 17 ou 18 caracterisee 
20 en ce qu'elle comprend entre 10 4 et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml 

adenovirus recombinants defectifs. 

20. Cellule de mammifere infectee par un ou plusieurs adenovirus 
recombinants defectifs selon l'une des revendications 1 a 14. 

21. Cellule selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
25 cellule humaine. 

22. Cellule selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'il s'agit d'une 
cellule humaine de type fibroblaste, myoblaste, hepatocyte, cellule endothelials cellule 
gliale ou keratynocyte. 
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23. Implant comprenant des cellules infectees selon les revendications 20 a 22 
et une matrice extracellulaire. 

24. Implant selon la revendication 23 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend un compose gelifiant choisi de preference parmi le collagene, 

5 la gelatine, les glucosaminoglycans, la fibronectine et les lectines. 

25. Implant selon les revendications 23 ou 24 caracterise en ce que la matrice 
extracellulaire comprend egalement un support permettant l'ancrage des cellules 
infectees. 

26. Implant selon la revendication 25 caracterise en ce que le support est 
1 0 constitue preferentiellement par des fibres de polytetrafluoroethylene. 
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